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【研究目的】当研究室では、様々な行動異常を有する CS マウスの解析を行ってきた。抗う
つ薬の反応性を調べる尾懸垂試験において正常マウスは、はじめ「もがき行動」を示すが、
次第に諦めて無動時間が増加する(うつ様行動)。しかし、CS マウスはうつ様行動をほとん
ど示さず、この原因遺伝子として脱ユビキチン化酵素 Usp46の同定に成功した(1)。実際に、
Usp46 遺伝子欠損マウス(KO マウス)は尾懸垂試験において、CS マウスと同様にうつ様行
動が著しく減少することが判明している(2)。脱ユビキチン化酵素は、ユビキチン修飾を取り
除くことで、タンパク質の分解やシグナル伝達、膜タンパク質の輸送などを制御する。
USP46 は脳に高発現しており、WDR48 と複合体を形成することが知られているが(3)、
USP46 がうつ様行動を制御するメカニズムや、その基質は不明な点が多い。本研究では、
GST pull down assay と BioID assayの 2 つの手法を用いて、USP46 の新たな基質の同定
を目指し解析を行った。 
 
【実験方法】[A] GST pull down assayは、マウスの脳ライセートと GST-USP46 を用い、脳
内で相互作用する因子の探索を目的としている。① C57BL/6Jマウスの脳ライセートを用
いた pull down産物を SDS-PAGE, 銀染色の後、LC-MS/MS によりタンパク質の同定を行っ
た。② 同様に、KOマウスの脳ライセートを用い、GST pull downを行った。[B] BioID assay
は、比較的短時間のタンパク質間相互作用でも、網羅的に解析できる手法である(4)。① 
USP46-BirA*-HA 発現ベクターを作成し、ウエスタンブロット及び免疫蛍光細胞染色によ
り、タンパク質発現とビオチン化能を確認した。②  USP46-BirA*-HA 発現ベクターを
transfection した HEK293T 細胞からビオチン化タンパク質を回収し、SDS-PAGE, 銀染色の
後、バンドを切り出し、LC-MS/MS によりタンパク質の同定を行った。 
 
【実験結果と考察】[A] ① 銀染色の結果、GST-USP46 とマウスの脳ライセートを反応させ
たサンプルにおいて、特異的なバンドを 4 本確認した。LC-MS/MS による解析の結果、
CCDC125 など新規の基質候補が同定された。② KO マウスの脳ライセートを用いた GST 
pull down では、GST-USP46 との結合量が減少する因子が存在する可能性を考えていたが、
予想に反して GST-USP46 との結合量が増加するバンドが確認された。[B] ① ウエスタン
ブロット及び免疫蛍光細胞染色の結果、USP46-BirA*-HA タンパク質の発現とビオチン化
能を確認できた。② 細胞からビオチン化タンパク質を回収し、銀染色を行った結果、ビオ
チンを添加した USP46-BirA*-HA 発現細胞群において、特異的なバンドを多数検出した。
LC-MS/MS による解析の結果、RICTOR などの新規の基質候補が同定された。 
本研究では、GST pull down assayと BioID assayの実験系を確立した。さらに、両実験に
おいて USP46 の新たな基質の候補となるタンパク質の同定に成功した。今後、基質候補に
ついて、脱ユビキチン化 assayを行うと共に、KOマウスを用いた基質候補のタンパク質発
現量の比較などを行うことで、うつ様行動の制御メカニズムの解明に大きく近づくと考え
られる。 
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